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RESUMO

A Curcuma longa L. € uma planta pertencente a familia das Zingiberaceae, rica em
Oleos essenciais, contendo em sua composigao quimica sesquiterpenos oxigenados,
pigmentos curcumindides tais como: curcumina, desmetoxicurcumina e
bisdesmetoxicurcumina. Essa planta apresenta diversas propriedades farmacolégicas
relevantes que sao capazes de atuarem com eficacia em uma diversidade de acgdes.
As arboviroses como a Dengue, Chikungunya, Zika sdo causadas pelo mosquito
Aedes aegypti. O controle dessas enfermidades, depende principalmente do combate
ao mosquito, por meio do uso de produtos quimicos sintéticos, como os
organofosforados, carbamatos e piretréides. No entanto, a utilizagdo continua,
repetida e inadequada desses produtos vem promovendo a criagao de cepas
resistentes, desse modo a busca por compostos bioativos vem sendo intensificada.
Para obtencdo da curcumina e do dleo fixo, foi aplicado o método de extracdo e
purificacdo simultdnea com bons rendimentos, 1,18 e 1,84% respectivamente. Em
relacdo a atividade larvicida, foi avaliada segundo a metodologia preconizada pela
Organizagdo Mundial de Saude (adaptada), contra as larvas de terceiro e quarto instar
de Aedes aegypti. O trabalho experimental utilizando camundongos Swiss (Mus
musculus) foi realizado no Laboratério de Pesquisa em Toxicologia do Departamento
de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco-UFPE, mantendo os padroes
experimentais utilizados que s&o estabelecidos pelo Conselho Nacional de Controle
de Experimentos Animais (CONCEA). Dos subprodutos obtidos, apenas o dleo fixo,
demonstrou resultados promissores para o desenvolvimento de produtos larvicidas
contra as larvas do Aedes aegypti, apresentando mortalidade larval de 100% na
concentragdo de 2,0mg mL'. No que diz respeito a toxicidade em mamiferos, foi
realizado a avaliagdo da atividade toxicoldgica aguda (DLso) do 6leo fixo em fémeas
adultas de camundongos albinos Swiss (Mus musculus), pelo qual foi capaz de
rastrear a dose de seguranga destes compostos, sendo entdo de 2000 mg.kg™.
Portanto, o 6leo fico apresenta-se promissor para o combate ao Aedes aegypti e
seguro para o uso em mamiferos, sendo necessario mais estudos para comprovar
ainda mais a sua eficacia como inseticida natural.

Palavras-chave: Produtos naturais; Atividade larvicida; Aedes aegypti; Arboviroses;
Curcuma longa L.



ABSTRACT

Curcuma longa L. is a plant belonging to the family of Zingiberaceae, rich in essential
oils, containing in its chemical composition oxygenated sesquiterpenes, curcuminoid
pigments such as: curcumin, desmetoxicurcumin and bisdesmetoxicurcumin. This
plant has several relevant pharmacological properties that are capable of acting
effectively in a variety of actions. Arboviruses such as Dengue, Chikungunya, Zika are
caused by the Aedes aegypti mosquito. The control of these diseases depends mainly
on the fight against the mosquito, through the use of synthetic chemicals, such as
organophosphates, carbamates and pyrethroids. However, the continuous, repeated
and inadequate use of these products has been promoting the creation of resistant
strains, thus the search for bioactive compounds has been intensified. To obtain
curcumin and fixed oil, the simultaneous extraction and purification method with good
yields was applied, 1.18 and 1.84%, respectively. In relation to larvicidal activity, it was
evaluated according to the methodology recommended by the World Health
Organization (adapted), against the larvae of third and fourth instar of Aedes aegypti.
The experimental work using Swiss mice (Mus musculus) was carried out at the
Toxicology Research Laboratory of the Department of Antibiotics of the Federal
University of Pernambuco-UFPE, maintaining the experimental standards used that
are established by the National Council for The Control of Animal Experiments
(CONCEA). Of the by-products obtained, only fixed oil showed promising results for
the development of larvicide products against Aedes aegypti larvae, presenting larval
mortality of 100% at the concentration of 2.0mg mL*. With regard to mammalian
toxicity, the evaluation of the acute toxicological activity (DLso) of fixed oil in adult
females of Swiss albino mice (Mus musculus) was performed, by which it was able to
track the safety dose of these compounds, then 2000 mg.kg-*. Therefore, fico oil is
promising for the squander to Aedes aegypti and safe for use in mammals, and further
studies are needed to further prove its efficacy as a natural insecticide.

Keywords: Natural products; Larvicidal activity; Aedes aegypti; Arboviruses; Curcuma
longa L.
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1INTRODUCAO

A Curcuma longa L. é uma planta pertencente a familia das Zingiberaceae, €
utilizada ha muitos anos. Origindria da india e do sudeste da Asia, e
consequentemente se expandiu pela América e algumas regides da Europa
(ALONSO, 1998). E conhecida popularmente como: acafrdo, acafrdo-da-terra,
acafrdo-da-india, curcuma, turmérico e gengibre amarelo. A Curcuma longa L é
composta por 6leos essenciais, que sao ricos em sesquiterpenos oxigenados, sendo
esse responsavel pela caracteristica pungente da planta. Dentre os compostos
presentes nesse vegetal, encontram-se trés pigmentos curcumindides: curcumina,
desmetoxicurcumina e bisdesmetoxicurcumina, presentes no rizoma em
concentragdes diferentes, entretanto tendo a curcumina como principal substancia
ativa (60 a 76%) (GRANDI, 2014). A curcuma apresenta diversas propriedades
medicinais relevantes, tais como: anti-inflamatoério (AGGARWAL; HARIKUMAR, 2009;
KUPTNIRATSAIKUL et al.,, 2014; DAILY; YANG; PARK, 2016; ARAUJO, 2015),
antidiarreica, diurética, antiescorbutica, antiespasmaodica, hepatoprotetora (GRANDI,
2014), antioxidante e neuroprotetora (KIM; KIM; YANG, 2014), anticonvulsivantes,
atividade em Sistema Nervoso Central (ALONSO, 2016), antibacteriana, antiviral,
antifangica, antitumoral (BASTOS; ROGERO; AREAS, 2009), antiartritico (ALMEIDA,
2006), anti-HIV, antiparasitario, inibidor da carcinogénese (ARAUJO; LEON, 2001),
dentre outras. Portanto, é uma planta importante do ponto de vista cientifico, que incita
diversos estudos, para o descobrimento de novas propriedades promissoras.

O Aedes aegypti € uma espécie de mosquito pertencente a familia Culicidae,
que nos ultimos anos se disseminou de maneira rapida por todas as regiées do
mundo. E o vetor das arboviroses como a dengue, Chikungunya e do virus Zika, sendo
responsavel por frequentes epidemias, onde a prevaléncia das populacdes de Aedes
aegypti é atualmente considerado um dos principais problemas de saude publica
(OPAS, 2021). A dengue é considerada uma doenca febril aguda, o tipo classico é de
evolucdo benigna e o tipo hemorragico é grave. E uma das arboviroses mais
recorrentes que infectam o homem e é um grave problema, principalmente nos paises
tropicais, onde as condicbes ambientais sdo propicias a reproducédo do Aedes aegypti
(BRASIL, 2002). De acordo com a Organizacdo Mundial, dados estatisticos mostram
que 3 bilhdes de pessoas que estao localizadas em regides de risco de contagio no

mundo podem contrair a doencga, e que anualmente, estima-se a ocorréncia de 50
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milhdes de casos, apresentando 500 mil infecbes em sua forma grave de Febre
Hemorragica da Dengue (FHD) (OPAS, 2021). Outra arbovirose, bastante comum é a
chikungunya (CHIKV), pelo qual foi inserida ao continente americano no ano de 2013,
resultando em uma consideravel onda epidémica atingindo varios paises da América
Central e ilhas do Caribe. A infeccéo pelo virus Chikungunya produz uma sindrome
febril de inicio subito e debilitante, por conta da alta intensidade de sintomas
articulares (BRASIL, 2020). No Brasil, em 2021 ocorreram 63.713 infec¢Bes provaveis,
com uma taxa de incidéncia de 30,1 casos por 100 mil hab. (BRASIL, 2021).

A doenca causada pelo virus Zika (ZIKV) também é caracterizada por
apresentar estado febril, todavia ha presenca de outras sintomatologias, sendo elas
por exemplo, exantema, cefaleia, mal-estar, edema e dores articulares, podendo ainda
atingir casos graves, como comprometimento do sistema nervoso central, como a
sindrome de Guillain-Barré, mielite transversa, meningite e microcefalia em recém-
nascidos (VASCONCELOS, 2015). No ano de 2022, até a semana epidemioldgica 22,
foram notificados 5.699 casos provaveis, correspondente a uma taxa de incidéncia de
2,7 caso por 100 mil hab., sendo comparado com os anos de 2019 e 2021, ocorreu
um aumento de 14,4% e 118,9% no numero de casos, respectivamente (BRASIL,
2022).No Brasil, a forma mais comum de combate ao Aedes aegypti, se faz pela
utilizacdo de produtos quimicos que apresentam acao larvicida, em sua maioria, Sao
piretroides, fosforados e os organoclorados, que consequentemente durante anos de
uso, causou resisténcia nas popula¢ées dos mosquitos, além de impactos ambientais
(LIMA et al., 2003). Também séo adotadas medidas de prevencao, sendo elas: evitar
agua parada em pequenos objetos, pneus, garrafas e vasos de planta; manter a caixa
d’agua sempre fechada e realizar limpezas periddicas; vedar pogos e cisternas;
descartar o lixo de forma adequada (BRASIL, 2021). Em 2020, com o inicio da
pandemia da covid-19, o mundo viveu algo nunca visto, e assim, a atencdo em saude
ficaram voltadas ao novo coronavirus. Dessa forma, as atividades de controle, como
visita dos agentes comunitarios nas residéncias foram suspensas e ha relatos dos
altos niveis de infestacdo vetorial pelo Aedes aegypti. Com tudo, esses fatores
favorecem a transmisséo, ndo apenas de dengue, mas também da chikungunya e
Zika (SBTM, 2022).

Diante das problematicas causadas pelo Aedes aegypti, 0 surto ocasionado
pelo Zika, levantou questbes éticas no ambito da ciéncia, principalmente em relacéo

a utilizacdo apropriada de produtos quimicos e os possiveis riscos de desenvolver
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populacdes de mosquitos geneticamente modificados, com o objetivo de impedir a
transmissdo (LESSER; KITRON, 2016). Por esta razdo, com o crescimento dessas
arboviroses no Brasil, se faz necessario a descoberta de novos compostos bioativos
de origem natural, que possam ser eficazes e seguros no combate do Aedes aegypti.
A utilizacdo de plantas para tratar e controlar doencas podem ser rastreadas desde
os primordios da civilizagdo. Essa pratica se tornou rotineira em diferentes
comunidades, mas também em industrias farmacéuticas e agricolas. Dessa maneira,
se faz importante a procura de compostos ativos em espécies vegetais com atividades
farmacoldgicas (MAY, 2011). Além disso, estudos evidenciam que algumas
substancias de origem vegetal sdo alternativas promissoras ao controle de vetores,
pelo fato de apresentarem propriedades inseticidas, produzidas naturalmente pelo
vegetal, como forma de defesa a alguns patégenos (SIMAS et al., 2004). Em relagéo
as questdes ambientais, a procura por inseticidas de origem natural vem crescendo
fortemente, pelo fato de serem bem mais seguros do que os sintéticos (FERREIRA;
CORREA,; VIEIRA, 2001).

Considerando a importancia do controle das enfermidades causadas pelo
Aedes aegypti, a pesquisa de compostos naturais para atuarem ao combate do vetor
se fazem necessarias, por conseguinte este trabalho tem como principal objetivo
avaliar o potencial toxicolégico dos subprodutos dos rizomas da Curcuma longa L

sobre Aedes aegypti e Mus musculus.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial toxicolégico dos subprodutos dos rizomas da Curcuma

longa L sobre Aedes aegypti e Mus musculus.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |solar os subprodutos presentes na Curcuma longa L, através do novo
meétodo de extracdo e purificacdo simultanea;
¢ Avaliar o potencial da atividade larvicida dos compostos isolados frente ao

Aedes aegypti;
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¢ Avaliar a toxicidade aguda dos compostos obtidos frente ao Mus musculus.

3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Curcuma longa L.

3.1.1 Caracteristicas Botanicas

A Curcuma longa L. é uma planta pertencente a familia das Zingiberaceae, e
é utilizada ha muitos anos. Origindria da india e do sudeste da Asia, e
consequentemente se expandiu pela América e algumas regides da Europa
(ALONSO, 1998). Essa planta foi introduzida no Brasil na década de 80 (ALMEIDA,
2006). E conhecida popularmente como: acgafrdo, acafrdo-da-terra, agafrdo-da-india,
curcuma, turmérico e gengibre amarelo. Apresenta como vantagem o cultivo facil, por
nao necessitar de cuidados especiais, onde se desenvolvem muito bem em condi¢des
tropicais (GOVINDARAJAN; SIVAKUMAR; RAJESWARI; YOGALAKSHMI, 1980). No
Brasil, a carcuma se adaptou de forma positiva e é cultivada principalmente nos
estados de S&o Paulo, Goias e Mato Grosso (CECILIO FILHO, 1996).

Figura 1 - Curcuma longa L. (A¢afrdo da Terra)

Fonte: Préprio Autor.

E considerada uma planta do tipo herbacea, perene, com folhas grandes e
longas, possuindo rizomas ovoides que podem chegar a 10 cm de comprimento
(LORENZI; MATOS, 2008). Em condi¢@es favoraveis de clima e solo, a curcuma pode
atingir em meédia 120 a 150 centimetros de altura (HERTWIG, 1986).
Morfologicamente é caracterizada como uma erva aromatica pequena, contendo em

sua estrutura um rizoma principal com diversas ramificagbes menores, onde todas
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elas sdo marcadas com anéis de bracteas secas. Seu rizoma, quando cortados,
apresentam uma superficie de coloracdo vermelha alaranjada, que essa cor se deve
a presenca da curcumina (GRANDI, 2014; MATOS, 2000). Suas folhas sao grandes,
oblongo lanceoladas e obliquo-nervadas, quando amassadas dispersam um odor
agradavel. Seus peciolos sdo tdo compridos quanto os limbos, que quando unidos em

sua base, formam-se o chamado pseudocaule (HERTWIG, 1986).
3.1.2 Composicao Quimica

A composi¢cdo quimica da Curcuma longa L pode sofrer influéncias e
alteracOes, ocasionadas pela matriz da planta, condigbes do solo, clima, sistema
hidrico, adubacéo, colheita, armazenagem e transporte (FERREIRA, 2014). Sua
constituicdo quimica apresenta 6leos essenciais, que S&o ricos em sesquiterpenos
oxigenados, sendo esse responsavel pela caracteristica pungente da planta. Possui
trés pigmentos curcumindides: curcumina, desmetoxicurcumina e
bisdesmetoxicurcumina (figura 2), presentes no rizoma em concentracdes diferentes,
entretanto tendo a curcumina como principal substancia ativa (60 a 76%) (GRANDI,
2014). Os Oleos essenciais sdo misturas complexas de substancias volateis,
lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas. Sua principal caracteristica € a
volatibilidade, o que os diferencia dos 6leos fixos (SBFGNOSIA, 2009). Os 6leos
essenciais tém como principais componentes a dehidroturmerona, turmerona e

cetonas aroméaticas, em menores quantidades (MATA et al, 2004).

Figura 2 - Estruturas quimicas dos curcuminéides
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Fonte: Préprio Autor.
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Os curcumindides aparecem em proporcdes variaveis nos rizomas, Sao
semelhantes estruturalmente e pertencentes a classe de diferoluilmetano (C21H200s).
Seu pigmento curcumina, contém em sua estrutura dois grupos metoxila (OCH?3s),
enquanto a desmetoxicurcumina apresenta apenas um grupo OCHs e a
bisdesmetoxicurcumina apresenta nenhum (MARTINS; RUSIG, 1992).

3.1.3 Propriedades farmacoldgicas

A Curcuma longa L. apresenta diversas propriedades medicinais relevantes,
que sdo capazes de atuarem com eficacia em uma diversidade de a¢cdes como, anti-
inflamatério (AGGARWAL; HARIKUMAR, 2009; KUPTNIRATSAIKUL et al., 2014;
DAILY; YANG; PARK, 2016; ARAUJO, 2015), antidiarreica, diurética, antiescorbutica,
antiespasmadica, hepatoprotetora (GRANDI, 2014), antioxidante e neuroprotetora
(KIM; KIM; YANG, 2014), anticonvulsivantes, atividade em Sistema Nervoso Central
(ALONSO, 2016), antibacteriana, antiviral, antifingica, antitumoral (BASTOS;
ROGERO; AREAS, 2009), antiartritico (ALMEIDA, 2006), anti-HIV, antiparasitario,
inibidor da carcinogénese (ARAUJO; LEON, 2001), dentre outras.

Dessa maneira, é notério que a Curcuma longa L. apresenta diversas acdes
farmacoldgicas, portanto, € uma planta de interesse cientifico, para o descobrimento

de novas propriedades promissoras.

3.2 Aedes aegypti E AS ARBOVIROSES

O Aedes aegypti (Linnaeus) € um vetor responsavel por transmitir as
arboviroses, dengue (DENV), chikungunya (CHIKV), Zika (ZIKV) e febre amarela
urbana. O mosquito pertence a familia Culicidae, sendo originario do Egito, onde
acompanhou o ser humano em sua longa jornada e migragcdo pelo mundo,
permanecendo em lugares onde suas alteracbes antropicas propiciavam a sua
proliferacdo. E um mosquito considerado cosmopolita, incidente nas regides tropicais
e subtropicais (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). No Brasil, 0 Aedes aegypti foi introduzido
durante o periodo colonial, provavelmente na época do trafego de escravos
(CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). E um mosquito doméstico, apresenta atividade

hematofagica diurna e para proliferar seus ovos, geralmente utilizam depdsitos de
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agua limpa (TAUIL, 2002). E pequeno em relacdo aos outros, tem cor preta contendo
listras brancas em seu tronco, cabeca e pernas. A alimentacdo dos machos, é
exclusivamente por frutas, entretanto as fémeas da espécie alimentam-se de sangue
para realizar o amadurecimento dos ovos, que serdo depositados em superficies da
parede de objetos que contenham agua limpa (SESA, 2021).

O Aedes aegypti possui um ciclo de vida composto por quatro fases: ovo,
larva, pupa e adulto. Seu ciclo de vida tem em média 40 dias, necessitando 7 a 10
dias para ocorrer a transformacdo do ovo em mosquito adulto e 30 dias até morrer.
Porém, esse ciclo pode ser acelerado por conta do aumento da temperatura, por iSso
mais ovos eclodem no verao e assim resultando em um namero maior de mosquitos
nesse periodo. A fémea de Aedes aegypti, podem produzir mil ovos durante a vida e
dessa maneira distribui-los em criadouros, estratégia essa usada para possibilitar a
dispersdo dos ovos e a preservacao da espécie. Esses ovos, podem resistir até 450
dias em ambientes secos, sobrevivendo e esperando o proximo periodo chuvoso

(LORENZ; BREVIGLIERI; VIRGINIO, 2018).
Figura 3 - Ciclo de vida do Aedes aegypti

Um ovo demora entre 7 e 10 dias para virar um mosquito adulto

As pupas vivem na agua os mosquitos fémeas depositam

e demoram de 2 a e dias para se seus ovos em qualgquer recipiente

transformarem em mosquitos que contenha agua.
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Fonte: I0OC/Fiocruz e CDC.
O Brasil, € um pais que fornece condi¢cdes socioambientais ideais para a

proliferacdo de Aedes aegypti. Além disso, com o crescimento da urbanizacéo, porém
sem planejamento e desordenada, deu origem a um ambiente rico em deficiéncias
estruturais. A falta de um bom saneamento basico, também contribui formacéo de
criadouros de Aedes aegypti (BRADBURY, 2011). Diante disso, nota-se o0
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aparecimento desenfreado das arboviroses que acometem a populacédo brasileira,

tornando-se entdo um problema de saude publica.

3.2.1 Dengue

E considerada uma doenca febril aguda, com etiologia viral e apresenta
evolucao benigna (forma classica) e grave (forma hemorragica). Sua transmissao é
feita através da picada de fémeas de mosquitos infectados pela espécie Aedes
aegypti. Possui quatro tipos de sorotipos do virus que causa a doenca (DENV-1,
DENV-2, DENV-3 e DENV-4), cujo agente etiologico € o virus do género Flavivirus
(MSF, 2021). Atualmente, esses sorotipos circulam no Brasil tendo-se a ocorréncia de
epidemias, ocasionadas devido a introducdo de novos sorotipos em areas nao
atingidas anteriormente pelo virus ou até mesmo pela alteracdo do sorotipo
predominante (MSF, 2021). De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, é
estimado que aproximadamente 4 bilh6es de pessoas estejam vivendo em areas com
risco de adquirir a infeccdo. Além do mais, é registrado anualmente, cerca de 390
milhdes no mundo, nos quais 96 milhdes se manifestam clinicamente (MSF, 2021).

No ano de 2022 até abril, o Brasil apresentou um aumento de 113,7% nos
casos provaveis da doenca, em relacdo ao ano passado. De acordo, com o0 ministério
da saude, foram contabilizados 542.038 casos provaveis, entre o periodo de 2 de
janeiro e 23 de abril de 2022. Esse numero ja é efetivamente o mesmo que foi
registrado para todo o ano de 2021, quando foram registrados 544 mil casos provaveis
de dengue (EBC, 2022). Segundo o boletim epidemiolégico até a semana
epidemioldgica (SE) 22 de 2022, foram registrados cerca de 1.104.742 casos
provaveis de dengue, tendo-se uma taxa de incidéncia de 517,9 casos por 100 mil
hab. no Brasil. Levando, em comparacdo ao ano de 2019, houve uma reducao de
8,4% de casos registrados para o mesmo periodo. Em relacdo ao ano de 2021,
registrou-se um aumento de 197,9% casos até a respectiva semana. Para a
temporada de 2022, a regido que apresentou maior incidéncia de dengue, com
1.544,2 casos/100 mil hab. foi a Regido Centro-oeste, em seguida das Regides: Sul
(941,7 casos/100 mil hab.), Sudeste (419,2 casos/100 mil hab.), Nordeste (250,5
casos/100 mil hab.) e Norte (212,8 casos/100 mil hab.) (BRASIL, 2022). Em

Pernambuco, nos primeiros quatro meses de 2022, houve um aumento de 45,9% nas
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notificacdes de casos suspeitos de pessoas com doencas transmitidas pelo mosquito
Aedes aegypti, onde cerca 39,3% dos casos eram dengues (GLOBO, 2022).

Como citado anteriormente, a dengue pode causar manifestacdes clinicas
benignas (Dengue cléassica) ou graves (Febre Hemorragica da Dengue (FHD). A
dengue classica, é caracterizada pelo inicio subito de febre alta (39° a 40°C), seguida
de dor de cabeca ou nos olhos, cansaco ou dores musculares e 0sseas, falta de
apetite, tonteiras, vomitos, nauseas, e erupgoes na pele (FIOCRUZ MINAS, 2021). J&
a sua forma grave, que € a FHD tem seus sintomas iniciais semelhantes aos da
dengue classica, mas a diferenca é que quando a febre diminui, entre o 3°-4° dia
surgem hemorragias, por causa de sangramentos de vasos na pele e em 6rgaos
internos, e o quadro clinico se agrava rapidamente, apresentando sinais de
insuficiéncia circulatoria (EINSTEIN, 2020). Entre os anos de 2008 a 2017, foram
registradas 29.291 internacdes e 2.895 mortes por febre hemorragica (PONTES et al.,
2020).

Durante os anos de 2008 a 2017, foram registradas 2.895 mortes por febre
hemorragica e o numero de internacdes foi de 29.291. Quanto ao sexo observou-se
maior predominancia em mulheres, na regido Sudeste. Em relacao a faixa etaria dos
pacientes internados no decorrer do periodo estudado, a idade mais acometida foi de

5 a 9 anos e a com menor numero foi de 80 anos (PONTES et al, 2020).

3.2.2 Chikungunya

Desde o ano de 2014, o Brasil comecou a conviver com a segunda doenca
transmitida pelo mosquito Aedes aegypti, a chikungunya. E uma doenca causada pelo
virus chikungunya (CHIKV), da familia Togaviridae e do género Alphavirus, que foi
isolado pela primeira vez no continente africano em Newala, Tanzénia (ROSS, 1956).
Seu nome deriva de uma palavra em Makonde, que significa “aqueles que se dobram”,
fazendo referéncia a aparéncia encurvada de pessoas que sofrem com a artralgia
caracteristica (BRASIL, 2017). Em 2016, registrou-se 265.554 casos de chikungunya,
gue representaram um aumento de cerca de 589,7% em relagdo aos 38.499 casos
registrados no ano de 2015. A incidéncia no Brasil no mesmo ano, foi de 129,9 casos
por 100 mil habitantes, tendo a maior incidéncia na regido Nordeste, com 407,7 casos
por 100 mil habitantes (GLOBO, 2017).
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No Brasil, em 2021 ocorreram 63.713 infec¢des provaveis, com uma taxa de
incidéncia de 30,1 casos por 100 mil hab. (BRASIL, 2021). Atualmente, até SE 22 de
2022, havia 108.730 casos provaveis de Chikungunya (taxa de incidéncia de 51 casos
por 100.000 habitantes) no Brasil. Em relacdo a 2019, o nUmero de casos registrados
no mesmo periodo aumentou 35,2 %. Comparado a 2021, houve um crescimento de
95,7% casos até a respectiva semana. A Regido Nordeste, obteve a maior incidéncia
de casos provaveis (156,1 casos/100 mil hab.) para o ano de 2022 (BRASIL, 2022).
No estado de Pernambuco, nos quatro primeiros meses de 2022, registrou-se um
crescimento de 77,2% dos casos suspeitos de chikungunya (GLOBO, 2022). No ano
de 2022, saiu o resultado do ensaio clinico de fase 3 da vacina contra a chikungunya
(VLA1553), desenvolvida em parceria entre o Instituto Butantan e a empresa de
biotecnologia franco-austriaca Valneva, mostraram que a imunogenicidade alcancada
apés a vacinagdo permaneceu por ao menos seis meses, com manutencdo da
producdo de anticorpos durante esse periodo em 96,3% dos individuos avaliados
(BUTANTAN, 2022).

As manifestacdes clinicas da chikungunya sdo bem semelhantes ao da
dengue, porém o que difere desta, e tem como principal manifestacdo sédo as fortes
dores nas articulacdes, que geralmente sdo acompanhadas por edema. Depois da
fase inicial, a doenca pode evoluir para duas etapas subsequentes, que sao elas, a
fase subaguda e fase cronica. Além disso, a doenca possui um carater epidémico,
apresentando uma elevada taxa de morbidade, que é associada a artralgia
persistente, ocasionando uma reducdo da produtividade e da qualidade de vida
(BRASIL, 2017).

3.2.3 Zika

No ano de 2015, foi identificado no Brasil mais um arbovirus transmitida pelo
Aedes aegypti, 0 chamado Zika virus (ZIKV). Onde em 2016, o pais registrava 214.193
casos registrados, com uma taxa de incidéncia de 104,8 casos por 100 mil habitantes
(GLOBO, 2017). A doenca causada pelo virus Zika possui um risco superior em
comparacao as outras arboviroses, em relacdo ao desenvolvimento de complicacbes
neurolégicas, como encefalites, Sindrome de Guillain Barré e outras doencas
neurolégicas. Além disso, possui como principal complicagdo a microcefalia (BRASIL,

2021). Em novembro de 2015, o surto de microcefalia assustou o pais, sendo
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decretado estado de emergéncia, 0s maiores nimeros de casos foram registrados no
Nordeste e Sudeste (GLOBO, 2015).

No ano de 2020, o Brasil apresentou 10.768 casos provaveis notificados de
Zika, com uma taxa de incidéncia 5,1 casos por 100 mil habitantes, além disso, o
Nordeste apontou a maior incidéncia, correspondendo a 9,5 casos/100 mil habitantes
(BRASIL, 2020). Atualmente, foram notificados 5.699 casos provaveis até a SE 22 de
2022, sendo correspondente a taxa de incidéncia de 2,7 caso por 100 mil hab., sendo
comparado com os anos de 2019 e 2021, ocorreu um aumento de 14,4% e 118,9%
no nimero de casos, respectivamente (BRASIL, 2022).

O zika é uma infeccéo, assim como a dengue, que pode ser assintomatica ou
evoluir para um quadro clinico variavel, desde manifestacdes brandas e autolimitadas
até complicacBes neuroldgicas e malformacdes congénitas. As manifestacbes mais
comuns sdo: exantema maculopapular, febre, artralgia, conjuntivite ndo purulenta,
cefaleia, mialgia e prurido, esses sintomas geralmente duram de 2 a 7 dias (BRASIL,
2017).

3.2.4 Febre amarela urbana

Doenca febril aguda, podendo levar a morte em cerca de uma semana, caso
nao seja tratada rapidamente. Suas manifestacdes clinicas iniciais incluem febre de
inicio subito, calafrios, dor de cabeca, dores nas costas, dores no corpo em geral,
nauseas e vomitos, fadiga e fraqueza. Em relacdo, ao seu estado grave, o individuo
pode apresentar febre alta, ictericia, hemorragia e, eventualmente, choque e
insuficiéncia de multiplos 6rgdos. Atualmente, no Brasil a febre amarela urbana foi
erradicada desde 1942 (ES, 2021).

3.3 CONTROLE DO Aedes aegypti

O controle das arboviroses causadas pelo Aedes aegypti, dependem
diretamente de acdes voltadas ao combate do Aedes aegypti (OPAS, 2020). O
combate ao mosquito é baseado em trés importantes componentes, sendo eles:
melhorar as a¢des de saneamento basico, acdes voltadas a educacdo e comunicagao
com a populacéo e principalmente o combate direto ao vetor (TEIXEIRA; BARRETO,;
GUERRA, 1999).
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Além disso, levando em consideracdo, que o Aedes aegypti tem habitos
domésticos, é de extrema importancia o envolvimento das familias e comunidades
para eliminar criadouros em suas casas, principalmente naguelas que requerem o uso
de tratamento quimico ou bioldgico executado por um agente comunitério, que devem
ser realizados por profissionais treinados e agentes de saude (OPAS, 2020). Em
casos de surto, se faz necessario aplicacdo espacial de inseticidas, com o0 propoésito
de eliminar de forma rapida as populagées de mosquitos adultos e assim reduzir a
transmissdo da dengue, chikungunya e zika sendo recomendados inseticidas pre-
qualificados pela OMS (OPAS, 2020).

Entre os inseticidas mais utilizados, destacam-se o0s organofosforados,
carbamatos e piretréides. Esses inseticidas quimicos foram escolhidos devido a sua
atividade bioldgica forte, o que os confere uma relativa instabilidade ao meio ambiente
(PADILHA; WILSON; BUSHNELL, 1994). O uso continuo dos inseticidas, promove
resisténcia dos mosquitos, esse processo acontece pelo fato que os inseticidas matam
os individuos suscetiveis, porém de certo modo seleciona aqueles que séo resistentes
as dosagens aplicadas. Tendo assim, a reproducao de cepas resistentes (LIMA et al.,
2003). Pesquisadores do Butantam, desde 2009, estudam a produ¢édo de uma vacina
contra o virus da dengue. Os ensaios clinicos se encontram em andamento na fase
trés e a previsdo é que a pesquisa seja finalizada até o ano de 2024 (BUTANTAM,
2021).

Por essa razédo, a busca por substancias de natureza vegetal surge como
alternativa promissora ao controle desse agente etiolégico, pelo fato de que muitas
plantas vegetais desenvolveram mecanismo de defesas na protecdo de patdgenos,
apresentando atividade inseticida para se proteger (MELO, 2006). Sendo assim,
muitos estudos vém sendo desenvolvidos na busca de novos larvicidas, e muito tem
foco nas bioatividades dos 06leos essenciais, por possuirem uma mistura de
metabdlitos secundarios (VILA et al, 2010; GOVINDARAJAN; SIVAKUMAR,;
RAJESWARI; YOGALAKSHMI, 2012).

4. METODOLOGIA

4.1 NOVO METODO DE EXTRAGCAO E PURIFICACAO SIMULTANEA
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Com o propésito de obter um maior rendimento dos subprodutos da Curcuma
longa L, foi utilizado um novo método de extracdo, o método Goes, onde é utilizado o
aparelho Goées (patente BR 10 2017 021 0995) denominado de extracdo e purificacao
simultanea. A realizacdo desse processo, necessita do aparelho Goes, um balédo de
fundo redondo, um condensador, uma manta aguecedora, tubos de ensaio para coleta
das amostras, tubo capilar para auxiliar na preparacdo de placas cromatograficas
(CCD), cuba cromatogréfica de vidro, placas de cromatografias, podendo ser silica ou
alumina. Antes de executar o processo de extracdo e purificagdo simultanea, é
essencial e de grande importancia a determinacdo do solvente ou o sistema de
solventes que serdo utilizados. Sabe-se, que um eluente ideal, é aquele que se

encontra um fator de retencéo (rf) na faixa de 0,3 a 0,45.

Nesse método, usa-se o aparelho Goes (figura 4), onde no interior da coluna
preenche-se por uma substancia adequada (1), a depender do material a ser
analisado, podendo ser silica em gel (SiOz), alumina (Al2O3) dentre outras.
Na parte superior, do aparelho é adicionado o material a ser investigado,
podendo ser serragem de qualquer parte da planta (raiz, caule, folha) secas
em po (2). Na terceira parte do corpo do aparelho, sera alimentado pelo
eluente ideal encontrado (3), através do baldo de fundo redondo sob
aquecimento. Este processo de extracdo e purificacdo simultanea permite a
obtencéo da substancia desejada com rendimento maior, tempo de execugéo
menor, e economia de solventes, visto que, 0 espaco da coluna dedicado a
receber o sistema eluente, corresponde a um ter¢co ou mais de todo o corpo
dessa vidraria, permitindo entdo, receber uma maior quantidade do eluente
antes da substituicdo de cada baldo contendo as amostras, economizando
assim solventes no processo (SILVA, 2019).

Figura 4 - Aparelho Gdes. Diviséo do corpo da coluna

A==

3- Espaco para o solvente
2- Serragem (raiz, caule ou folha),

1- Substancia adsorvente

Fonte: Silva, 2019.
Dessa maneira, para a obter os subprodutos dos rizomas da Curcuma longa

L, o sistema passou por aquecimento numa temperatura de aproximadamente 65°C,
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suficiente para alimentar a coluna por um periodo de 6 horas. No interior do corpo da
coluna, foi preenchido em parte por 50,0 g de silica em gel como adsorvente
apropriado e logo em seguida adicionado 350 g do rizoma triturado da Curcuma longa
L. Inicialmente, foi vertido 150 mL de hexano, pelo qual foram coletadas duas fracdes.
Em seguida, foi adicionado o sistema hexano/acetato de etila 8:2 (v/v), e coletado mais
duas fracdes. Dentre as fracdes coletadas, a 1 e 2, foram reunidas apés comparadas
em cromatografia em camada delgada (CCD), obtendo-se um composto alaranjado
de aspecto oleoso (6,479;1,84%), e a fragdo 3 e 4 com a curcumina pura, um solido
laranja (3,91 g; 1,18%).

4.2 ANALISES DAS COMPOSICOES QUIMICAS DOS EXTRATOS

4.2.1 Preparo do extrato por decoccgao sob refluxo

O extrato foi realizado pelo método de decocc¢éo sob refluxo, na temperatura
de 80 + 5 °C. Foram pesados 5¢g de droga vegetal, que foram transferidos para balédo
de fundo redondo de 250 mL, foram adicionados 100 mL de etanol, o baldo foi
acoplado ao condensador e a extracdo ocorreu durante 1 hora. Posteriormente, 0
extrato foi filtrado e seco em banho-maria.

4.2.2 Método cromatogréfico

Um cromatografo (Ultimate 3000, Thermo Fisher Scientific ®) acoplado a um
detector de arranjo de fotodiodos (DAD - 3000 (RS), Thermo Fisher Scientific ®),
coluna C 18 (250 mm x 4,6 mm id, tamanho de particula 5 um, NST ®) e Pré-coluna
C 18 (4 mm x 3,9 um, Phenomenex ®). As solucdes extrativas em metanol, filtrados
por filtros de seringa de 0,45 pm (Macherey-Nagel ®) e eluidos em uma fase movel
composta por uma mistura de agua ultrapura (A) e metanol de grau HPLC (B), ambos
acidificados a 0,05% (v/v) com acido trifluoroaceético.

Para a eluicao, foi utilizado um sistema de gradiente da seguinte forma: 0-5min,
20-60% de B; 5-15 minutos, 60-80% de B; 15-25 minutos, 80-100% de B; 25-30 min,
100-20% de B; 30-33 min, 20% B. O fluxo da fase médvel foi de 1,0 mL/min a uma
temperatura de 24 £ 1 °C. Os comprimentos de onda de 210, 254, 280 e 430 nm foram
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selecionados de acordo com a absor¢cdo maxima verificada pelo detector. O software
Chromeleon (Thermo Fisher Scientific ®) foi utilizado para analise e processamento
dos dados. O teor de curcumina foi calculado a partir da curva de calibragéo construida

com o padrao de curcumina.

4.2.3 Preparo das amostras

Para ambos os extratos foi pesado 1 mg do extrato seco que foi dissolvido em
etanol para baldo volumétrico de 5 mL, e levado ao banho de ultrassom durante 3
minutos (obtendo solucdo de concentragcao igual a 200mcg/mL). Em seguida, 2,5 mL
desta solucéo foi diluida em metanol para baldo volumétrico de 5 mL (obtendo solucdo
de concentracao igual a 100 mcg/mL).

Por fim, as solucdes foram filtradas em filtros de seringa de 0,45 pum (25 mm,
Macherey-Nagel ®). Para curva de calibracéo foi pesado 1mg do padréo curcumina
que foi dissolvido em etanol para baldo volumétrico de 5 mL e levado ao banho de
ultrassom durante 3 minutos (obtendo solucdo de concentracdo igual a 200mcg/mL).
Em seguida, prosseguiu-se com as diluicbes necessarias, utilizando metanol, para
obtencdo de amostras com concentracdo de 2, 4, 6, 8 e 10 mcg/mL. Por fim, as
solugdes foram filtradas em filtros de seringa de 0,45 pm (25 mm, Macherey-Nagel ®).

4.3 ENSAIOS INSETICIDAS

4.3.1 Avaliacdo da atividade larvicida

Para a realizacdo dos ensaios larvicidas foram utilizadas larvas de Aedes
aegypti, do terceiro e quarto instar e uniformemente selecionadas. As larvas foram
oriundas de uma colénia de segunda geracéo (F2), estabelecida no Laboratério de
Pesquisa de Toxicologia do Departamento de Antibi6ticos da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE), a partir de ovos da linhagem Rockefeller, cedidos pelo insetario
do Instituto Aggeu Magalhaes (IAM)/Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-PE). Para
realizacdo dos ensaios inseticidas, foi utilizada a metodologia adaptada da

Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2005), e os experimentos foram conduzidos
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em sala climatizada, com temperatura média de 27 °C, umidade média de 70% e todas
as condicdes padrao (CRUZ et al. 2020).

Figura 5 - Esquema dos bioensaios larvicidas
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Fonte: Préprio Autor.

Os ensaios larvicidas realizados, utilizaram 20 larvas por repeticdo,
completando 60 larvas por tratamento e totalizando 360 para cada bioensaio. As
larvas foram coletadas com o auxilio de pipeta Pasteur, coadas e postas em
recipientes semi acrilicos (6,5 cm de altura x 5,0 cm de largura) contendo em cada
recipiente 20 mL de agua destilada. As larvas foram expostas aos subprodutos
vegetais de Curcuma longa L (curcumina e 6leo fixo), separadamente, preparados em
diferentes concentracbes (figura 5). Os subprodutos vegetais foram solubilizados,
separadamente, com uma solugéo de polisorbato 80 (Tween 80) e agua destilada, e
essa mesma proporcdo foi utilizada para a obtencdo das solugbes estoques dos
grupos controles. As observacdes da mortalidade larval foram realizadas com 1, 2, 4,
8 e 24 horas, ap0s o inicio dos experimentos. Para cada subproduto vegetal, foram
realizados trés experimentos independentes.
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4.4 ENSAIOS TOXICOLOGICOS

4.4.1 Avaliacao toxicoldégica em M. musculus

O trabalho experimental realizou-se no Laboratorio de Pesquisa de
Toxicologia do Departamento de Antibidticos da UFPE. O protocolo de pesquisa
animal estava em conformidade com as disposi¢oes da Lei n° 11.794 de 8 de outubro
de 2008 e decreto n.° 6.899 de 15 de julho, 2009. As normas utilizadas foram
estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimento Animal
(CONCEA), onde a pesquisa foi submetida ao Comité de Etica no Uso Animal (CEUA)
da UFPE, sendo registrada e aprovada sob o n°0078/2021.

A toxicidade aguda e a Dose Letal 50 (DLso) foram determinadas de acordo
com as diretrizes da Organizacdo para Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico
(OECD 423/2001), usando os guias de classificagao toxicologica. Os bioensaios foram
realizados separadamente, utilizando o 6leo fixo e a curcumina, extraidos dos rizomas
de Curcuma longa L. Para cada amostra, foram utilizados trés camundongos fémeas
Swiss albino (Mus musculus), e trés animais para o grupo controle. Foram utilizados
animais pesando entre 25 e 28 g e com idade aproximada de 60 dias.

As diretrizes determinam iniciar os bioensaios com as solu¢cdes dos
subprodutos preparados na dose maxima, preconizada de 2000 mg kg, caso néo
haja mortalidade ou sinais clinicos intensos nos animais, recomenda-se a nao
utilizacdo das demais doses (300, 50 e 5 mg kg?), mas indica a repeticdo da dose
inicial utilizada. Dessa forma, o primeiro grupo de animais, de cada subproduto foi
administrado oralmente (gavagem) com a dose de 2000 mg kg da amostra, o
segundo grupo foi administrado com a mesma dose de 2000 mg kg?' da mesma
amostra, porém em dias diferentes. Os animais do grupo controle receberam pela via
oral apenas solucdo estoque, isento de amostras botanicas, possuindo apenas
polisorbato 80 (Tween 80) e agua destilada. Cada grupo de animais ficou mantido
separado em gaiolas de polipropileno, em condi¢des de iluminacdo controlada com
fotoperiodo de 12 horas, temperatura de 22 + 2 °C e umidade entre 50 e 55%. A
alimentacdo padrédo para roedores foi suspensa por quatro horas antes dos
experimentos e retornada trés horas apos o0s bioensaios, enquanto a 4gua se manteve

disponivel ad libitum.
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As respostas comportamentais manifestadas pelos camundongos, incluindo
0s sinais clinicos estimulantes e depressores relacionados ao Sistema Nervoso
Central, bem como os efeitos relacionados ao Sistema Nervoso Autdbnomo foram
avaliados. Essas respostas foram observadas individualmente durante 60 min apoés
as administracbes dos subprodutos vegetais. Além disso, os camundongos foram

observados e pesados a cada 24 horas durante 14 dias.

4.4.2 Analises histoldgicas, hematoldgicas e biogquimicas

Apés 15 dias do inicio da toxicidade aguda dos subprodutos obtidos dos
rizomas de Curcuma longa L, os camundongos foram sacrificados e o tecido
sanguineo de cada animal foi coletado e armazenado em dois tubos: um contendo o
anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e outro sem. Os 06rgaos
removidos (figado, rins, pulmdes e bacgo) foram pesados e submetidos as analises
histologicas.

Para as analises hematoldgicas, um analisador automatico e microscopia de
luz foram utilizados para avaliar diferentes parametros hematolégicos (nimero de
eritrécitos, hemoglobina, hematdécrito, volume corpuscular médio, corpuscular média
hemoglobina, concentracdo de hemoglobina, massa corpuscular, e andlise de
leucdcitos).

Em relacdo as andlises bioquimicas, as amostras de sangue foram avaliadas
quanto aos parametros de albumina, alanina aminotransferase, aspartato
aminotransferase, alcalina fosfatase, gama glutamil transferase, niveis de colesterol,
triglicerideos, ureia e creatinina. Os resultados obtidos foram analisados utilizando o
GraphPad PRISM® através da andlise de variancia (ANOVA) ou regresséo linear,

onde valores de P <0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

4.4.3. Analise estatistica

Os percentuais de mortalidade de larvas e adultos derivados da avaliacéo
inseticida foram submetidos ao teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. A
analise de regresséo Probit foi usada para determinar os valores das concentracées

letais (CLso € CLoo). O intervalo de confianca de 95% foi usado para comparar as CLs.
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Em relacdo a avaliacdo toxicolégica dos camundongos, a relacdo entre o peso
corporal e o tempo de exposicdo foi obtida por meio de uma analise de regressao
linear. A associagdo entre o peso dos camundongos e o periodo de observacao foi
avaliada pelo calculo do coeficiente de correlacdo de Pearson. Efeitos significativos
foram identificados pelo teste t de Student a uma probabilidade de 5%.

Os resultados obtidos foram analisados utilizando o GraphPad PRISM®
através da andlise de variancia (ANOVA) ou regressao linear, onde valores de P <0,05

foram considerados estatisticamente significativos.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISES DAS COMPOSICOES QUIMICAS DO EXTRATO

Os constituintes quimicos dos extratos obtidos a partir da extracdo por sohxlet
e decoccéo sob refluxo foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detecgao DAD (CLAE-DAD).

Curva analitica do padrao curcumina

A curva analitica obtida para o padrdo curcumina, utilizando cinco niveis de
concentracéo, foi linear na faixa de concentracdo de 2 a 10 pg/mL. Os dados brutos
de area dos picos estao dispostos na tabela 1, e a curva analitica da média das areas

pode ser observada na figura 6.

Tabela 1 - Areas obtidas para os picos da curva analitica da curcumina.

Concentrac&o (ug/mL) Area 1 Area 2 Area 3 Média + DP(DPR%)
20 8,4884 8,2722 8,3525 8,37 + 0,10 (1,31)
4.0 17,2574 18,4552 18,2368 17,98 + 0,63 (3,50)
6.0 27,1741 27,1022 27,1022 27,12 + 0,04 (0,15)
8.0 37,5906 37,3660 37,3660 37,44 + 0,12 (0,35)
10,0 45,2315 45,4014 45,4014 45,34 + 0,09 (0,22)

Onde: DP: Desvio padrédo; DPR: Desvio padrédo relativo (%).
Fonte: Préprio autor.
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Figura 6 - Curva analitica média para o padrdo curcumina.
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Fonte: Préprio autor.

A avaliacdo da regressdo linear demonstrou um alto coeficiente de
determinacao, com valor de 0,9987, indicando que quase 100% da variabilidade é
explicada pela regressao. Foi realizada uma andlise de variancia a fim de avaliar a
significAncia da regressdo, o resultado indicou que a regressdo € altamente
significativa, com 95% de confianca (F = 661,557). Os residuos apresentaram
distribuicdo aleatdéria ao redor de zero, representando um comportamento
homoscedastico, como preconizado, apresentando, no teste de Cochran, C calculado
(0,339) menor que o C critico (0,684). O coeficiente angular foi estatisticamente
diferente de zero, com confianca de 95% (p > 0,05), indicando que a variacdo da
concentracdo do analito causa uma variacao significativa na resposta (ANVISA, 2017;
MARSON et al., 2020; NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001). A equacao da reta obtida

foi utilizada no calculo de teor de curcumina na amostra.

Analise dos extratos por CLAE-DAD

O perfil cromatografico dos extratos obtidos foi realizado por CLAE, com
deteccdo em DAD, técnica amplamente utilizada na qualificacdo e quantificacdo de
extratos vegetais (BEZERRA; RAMOS; FERREIRA; SOARES, 2018; TISTAERT,
DEJAEGHER; VANDER HEYDEN, 2011). O perfil encontrado para o extrato obtido
por decoccgao sob refluxo esta demonstrado na figura 7, e o perfil cromatografico do
extrato obtido por sohxlet estd apresentado na figura 8. Ambos o0s extratos

apresentaram perfis semelhantes nos dois comprimentos de onda, com 4 picos
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cromatograficos em 254 nm (tR = 14,30; 15,77; 16,59 e 18,71 min) e 1 pico
cromatografico em 430 nm (tR = 14,30 min). O pico com tempo de retencéo de 14,30
min corresponde a substancia curcumina, visto que apresenta 0 mesmo tempo de
retencdo e espectro de absorgéo do padrao analisado, como pode ser observado na
figura 9. A presenca de curcuminoides, incluindo a curcumina, em extratos de
espécies do género Curcuma € amplamente descrita na literatura, sendo estas
substancias as responsaveis pela intensa coloracdo amarela dos rizomas das
espécies do género (CHEN et al., 2019; DALL'ACQUA et al., 2016; GIRME et al., 2020;
YE et al., 2022).

A quantificacdo da curcumina nos extratos foi realizada a partir da equacao da
reta obtida na curva analitica do padrdo. O extrato obtido por decocc¢éo sob refluxo
apresentou teor de 16,077 + 0,04 g% de curcumina, j& 0 extrato obtido por sohxlet
demonstrou teor de 14,791 + 0,68 g% de curcumina, indicando que a extracao por

decoccéo foi ligeiramente mais eficaz em extrair a curcumina dos rizomas.

Figura 7- Perfil cromatogréfico por CLAE, nos comprimentos de onda de 254 nm (A) e 430 nm (B), do
extrato obtido por decoccéo sob refluxo.
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Figura 8 - Perfil cromatografico por CLAE, nos comprimentos de onda de 254 nm (A) e 430 nm (B),

do extrato obtido por sohxlet.
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Figura 9 — Comparacao entre os perfis cromatograficos do padrdo curcumina (A) e dos extratos
obtidos por decoccéo sob refluxo (B) e sohxlet (C), no comprimento de onda de 430 nm.
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5.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE INSETICIDA

Dos subprodutos obtidos dos rizomas de Curcuma longa L, o 6leo fixo
demonstrou resultados bastante significativos e promissores sobre o Aedes aegypti.
Apbds 16 horas de exposicdo das larvas, a concentracdo de 2.0 mg mL?, causou a
mortalidade larval de 71,66%, a mesma apos 24 horas, ocasionou a morte de 100%
da populacéo (tabela 2). Além disso, a concentracdo de 1.0 mg mL*?, também se
apresentou toxicas contra as larvas, apresentando uma mortalidade larval superior a

50% apods 16 horas de exposicdo, e em 24h, atingindo uma mortalidade larval superior
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a 90%. Essas duas concentracdes se mostraram mais toxicas as larvas, quando

comparadas as outras concentracdes de 0.12, 0.25 e 0.5 mg mL™ (tabela 2).

Tabela 2 - Mortalidade das larvas de Aedes aegypti nos intervalos de 1,2,4,8, 16 e 24h do éleo fixo,

isolado da Curcuma longa L.

Concentracéo Tempo/Mortalidade (%)

(mg.mL) 1h 2h 4h 8h 16h 24h
2,0 0,00 389+09 11,11+254 38,89+5,85 71,66 3,35 100,00 + 0,00
1,0 0,00 0,00 3,33+£0,00 26,11 £ 0,95 58,88 + 3,85 91,67 +2,88
0,5 0,00 0,00 0,00 1448+353  3500+4,41 82,77+1,92
0,25 0,00 0,00 0,00 7,22+822  29,55+25 20 65,00+ 3,33
0,12 0,00 0,00 0,00 0,00 8,88 + 2,54 52,22 £ 5,35

Controle 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Fonte: Préprio autor.

Em relacdo a curcumina, subproduto também obtido dos rizomas da Curcuma
longa L, ela ndo apresentou atividade significativa sobre as larvas de Aedes aegypti,
onde a sua maior concentracdo ap0s 24h de exposicao, ocasionou apenas 22,77%
de mortalidade (tabela 3).

Tabela 3 - Mortalidade das larvas de Aedes aegypti nos intervalos de 24h do extrato curcumina,

isolado da Curcuma longa L

Concentracéo Tempo/Mortalidade (%)

(mg.mL) 24h

2.0 22,77 + 3,46

1.0 18,88 £ 2,54

0.5 7,22 +£1,92

0.25 6,66 + 2,54

0.12 1,66 + 1,66
Controle 0,00

Fonte: Préprio Autor.
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Gréfico 1 - Mortalidade das larvas de Aedes aegypti em 24h de exposicao
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Fonte: Préprio Autor.

Estudos na literatura, relatam e discutem acerca das atividades larvicidas
contra mosquitos vetores, utilizando o 6leo essencial e extratos derivados da Curcuma
longa L. Em muitas espécies de plantas, esses 6leos volateis sdo armazenados junto
com os Oleos fixos. (SAGNOU et al.,2012; SILVA et al., 2015; DONATO et al., 2017,
MATIADIS et al.,, 2021). Sagnau et al.,, em seu estudo apresentou a eficacia da
atividade larvicida da Curcuma longa L contra larvas do mosquito Culex pipiens. Em
seus resultados, a curcumina demonstrou atividade larvicida, obtendo-se o valor de
CLso-24n de 19,07 mg/Lt, enquanto os outros curcuminoides apresentaram CLso-24n >
150 mg/L* para o Culex pipiens (SAGNOU et al.,2012). Em relacdo ao Aedes aegypti,
0 LCso resultou-se em 49,3 mg/L e para Anopheles quadrimaculatus obteve o LCso
32,5 mg/L (SILVA et al., 2015). Matiadias et al, em sua pesquisa, quatro dos
compostos analisados, curcumina, desmetoxicurcumina, complexo curcumina-BF 2 e
um derivado monocarbonil tetrametoxi curcumina, demonstraram uma alta atividade
contra o Culex pipiens, resultando nos valores de LCso-24n de 6,0, 9,4, 5,0 e 32,5 ppm,
respectivamente, enquanto em Ae. albopictus exibiram valores de LCso-24n de 9,2,
36,0, 5,5 e 23,6 ppm, respectivamente (MATIADIS et al., 2021). No nosso estudo, ao
analisar o grafico 1, pode ser observado de forma mais nitida a excelente atividade
larvicida do o6leo fixo sobre o Aedes aegypti em 24h, tendo em todas as suas
concentracdes mortalidade superior a 50%, na concentracdo de 0.12 mg mL* e 1.0

mg mLt. Enquanto na concentracédo de 2.0 mg mL-! conseguiu atingir 100% de morte.



39

Dessa forma, percebe-se que sua toxicidade sob as larvas do Aedes aegypti, sao
diretamente proporcionais as suas concentracbes, entretanto a curcumina,
apresentou menor atividade inseticida.

Os dleos essenciais originarios do rizoma da curcuma séo constituidos por
tumeronas (40,8%), mirceno (12,6%), 1,8-cineole (7,7%) e p-cimeno (3,8%), e sua
toxicidade nos bioensaios larvicidas, deve-se provavelmente a combinacao entre alfa
tumerona e beta tumerona (PAULINO, 2016). Os resultados deste presente estudo
apresentam a importancia e o potencial do 6leo fixo da Curcuma longa L como forte

candidato a agente larvicida no controle do Aedes aegypti.

5.3 SINAIS CLINICOS, MORTALIDADE E ESTIMATIVA DA CATEGORIA
TOXICOLOGICA DO OLEO FIXO SOBRE O M. musculus

Dos subprodutos obtidos pelo novo método de extracdo e purificacdo
simultanea, como citado anteriormente, apenas o 6leo fixo obteve atividade larvicida
significativa sobre o Aedes aegypti, dessa forma a curcumina foi descartada da
avaliacdo toxicologica sobre 0 M. musculus.

O dleo fixo quando administrado por via oral nos camundongos possibilitou
avaliar os sinais clinicos relacionados ao SNC (Sistema Nervoso Central) e SNA
(Sistema Nervoso Autbnomo), a taxa de mortalidade e estimar a categoria toxicologica
do 6leo sobre os mamiferos. Em relacdo aos sinais clinicos observados apos a
administracdo da dose de 2000 mg kg, os camundongos apresentaram diversos
sinais clinicos estimulantes relacionados ao SNC, tais como reacdo de fuga, agitacédo
e postura em garra, sendo esses dois ultimos considerados como efeitos positivos
intensos. Como efeitos positivos manifestaram, postura de ataque e escalada. E como
efeitos estimulantes moderados apresentaram a autolimpeza, vocalizacéo e andar em
circulo (tabela 4). Além disso, 0os animais apresentaram apenas um sinal depressor,
gue nesse caso foi o abaixamento do trem posterior. Ja os sinais relacionados ao
SNA, foram piloerec¢éo e defecacdo como efeito positivo intenso.

Os camundongos do grupo controle, também manifestaram maior frequéncia
de sinais relacionados ao SNC, porém esse grupo nao apresentou sinais depressores
(tabela 4). Em relacdo a mortalidade, a administragdo do Oleo fixo pela via oral, na
dose de 2000 mg kg?! ndo ocasionou morte dos camundongos, semelhante aos

animais do grupo controle (Tabela 4).
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Tabela 4 - Principais reagGes comportamentais relacionadas a dose de 2000 mg kg* administrada na

avaliacdo da toxicidade aguda do 6leo fixo extraido dos rizomas da Curcuma longa L.

Sinais Clinicos avaliados? Administracdo oral (mg kg1)
bGC 2.000

1. Sistema nervoso central

Parada cardiorrespiratoria - -
Falta de coordenacdo motora - -
Refluxo - -
Postura estatica - -
Taquicardia - -

1.1 Sinais estimulantes
Saltos acrobéaticos - -

Agressividade - -
Agitacdo ++ +++
Postura de ataque - +
Postura em garra - +++
Escalada - +
Tremores grosseiros - -
Reacédo de fuga + ++
Exoftalmia - -
Expansao do pavilhdo - -
auricular

Mudancga de marcha - -

Ambulacdo aumentada - -
Aumento da taxa respiratéria

Irritabilidade - -
Movimento de vibrissas + -

Espasmos - -
Erecéo da cauda - -
Vocalizagéo + -
Andar em circulo - ++

1.2 Sinais depressores
Ataxia - -

Diminui¢cdo da resposta ao toque - -
Perda de reflexo do ouvido - -
Abaixamento dos traseiros - +
Fotofobia - -
Prostracéo - -
Sedacéo - -

2. Sistema nervoso
autbnomo
Distensao abdominal - -

Cianose - -
Defecacéo +
Diarreia + -
Diurese +
Dispneia - -
Edema de focinho - -
Piloerecao + +
Salivacéo - -
(Continua)
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Taquipnéia - -
Contorcao - -
Palidez - -

3. Mortalidade (%) 0% 0%
a Qs sinais clinicos foram avaliados por 14 dias apds a administracao.
b GC: Grupo controle.
Resultado negativo (-), resultado positivo (+), resultado moderado (++) e resultado
positivo intenso (+++).

Fonte: Adaptado de Malone, (1977).

Através desses resultados, o Oleo fixo obtido dos rizomas de Curcuma longa
L, quando administrado oralmente na dose de 2000 mg kg?, ndo apresentou
toxicidade significativa. Portanto, pode dizer que o Oleo fixo nesta propor¢cdo se
apresenta seguro quanto ao seu uso oral para mamiferos. Liju e colaboradores, em
seu trabalho investigou acerca da toxicidade aguda, subcrénica e genotoxicidade do
0leo essencial da Curcuma longa L, onde foi feita a administragcdo aguda em dose
Unica de até 5 g de Curcuma longa L por kg de peso corporal e estudo de toxicidade
subcrdnica por treze semanas foi feito numa administracéo oral diaria em doses 0.1,
0.25 e 0.5g/kg b.wt. em ratos Wistar. Em seus resultados ndo houve mortalidade,
sinais clinicos adversos ou alteracdes no peso corporal; consumo de agua e alimentos
durante os estudos de toxicidade aguda e subcroénica (LIJU; JEENA; KUTTAN, 2012).

5.4 PARAMETROS AVALIADOS: CONSUMO AGUA, RACAO E PESO CORPORAL

Os parametros de consumo de &gua, racdo e peso corporal foram
monitorados durante 14 dias nos animais que foi administrado 2000 mg kg do 6éleo

fixo. Nota-se que houve uma variancia entre os grupos analisados (tabela 5).

Tabela 5 - Consumo de &gua, ragéo e peso corporal dos camundongos do grupo controle e do grupo

tratado por via oral com o dleo fixo, por 14 dias apos a administracao

Parametros avaliados Grupo controle Grupo 06leo fixo Grupo Oleo fixo
repeticdo

Consumo de Agua (mL) 24,45+ 2,14 22,71+ 227 22,39+ 2,30

Consumo de Racao (g) 20,67 + 3,30 19+1,61 15,27 £ 2,32

Peso corporal (g) 28,95+ 1,04 29,17 +1.21 26,84 + 1,50

Fonte: Préprio Autor.

5.5 PARAMETROS BIOLOGICOS
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Através da tabela 6, € possivel observar que os parametros biolégicos entre
0 grupo controle e os grupos testados mostram-se alterados, em relacdo aos valores
de ureia, creatinina, TGO e TGP. Ja o grupo do dleo fixo em comparagdo a sua
repeticéo, as diferencas entre ambos foram minimas, tendo sua maior variacao a nivel

dos valores de ureia.

Tabela 6 - Niveis séricos sanguineos de transaminases (TGO e TGP), creatinina e uréia dos

camundongos do grupo controle e do grupo tratado por via oral com o 6leo fixo

Parémetros Biolégicos Grupo controle Grupo 6leo fixo Grupo 6leo fixo
repeticdo
Ureia (mg/dL?) 35,86 + 2,80 40,86 + 1.20 30,66 + 2,08
Creatinina (mg/dL1) 0,37 £ 0,03 0,44 + 0.09 0,46 + 0,07
TGO (U/LY) 68 + 7,93 79 £9,53 78 +2
TGP (U/L?) 64,66 £ 6,11 74,33 £5,13 731

Fonte: Préprio Autor.

5.6 PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Em relacdo aos parametros hematolégicos € possivel observar que houve
estatisticamente uma variancia entre o grupo controle e o grupo tratado com o 6leo
fixo da curcuma longa L, sendo que a nivel biolégico ndo é uma diferenca significativa.
Dessa forma, a administracédo de 2000 mg kg néo é téxica nos camundongos. Sabe-
se que a clurcuma € bastante utilizada em diversos alimentos e até mesmo em
medicamentos manipulados, sendo um produto natural seguro e de baixo custo, onde
diversos estudos comprovam a sua seguranca, tolerabilidade e nao toxicidade mesmo
em doses de até 8 g por dia (WANG, KHAN, 2015; BASNET; SKALKOBASNET, 2011,
GUPTA; KISMALI; AGGARWAL, 2013; KOCAADAM; SANLIER, 2017).
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Tabela 7 - Parametros hematol6gicos sanguineos dos camundongos do grupo controle e do grupo
tratado por via oral pelo dleo fixo obtido dos rizomas da Curcuma longa L, ap6s 14 dias da

administragcédo

Par&metros Hematolégicos Grupo controle Oleo fixo Oleo fixo repeticéo
Hemacias (milhdes /uL) 5,28 £ 0,25 5,12+0,31 5,38 +0,34
Hemoglobina (g/dL) 15,86 + 0,80 15,3+ 0,88 15,96 + 0,85
Hematocrito (%) 47,66 £ 2,51 46,33 £ 3,21 49 + 3,60
VCM (fL) 92,8 +2,42 93,03+ 2,62 91,76 £ 1,53
HCM (pg) 30,1 +0.10 30,13+ 0,15 30,1+0,1
CHCM (%) 33.2+0.15 33.26 £ 0.25 33,13+ 0,15
Leucdcitos (cel/mms3) 8.30+£ 10,5 7,46 £ 13,42 6.03+£6,5
Linfécitos (%) 55+1 55+1 52+2
Mondécitos (%) 1,33+ 0.57 2+1,73 1,66 +1,15
Eosindfilos (%) 0.27 £0.15 1,33+ 0.57 1+0

Plaquetas (cel/mm?3) 344.333+72.85 404.000 + 22.86 358.333 + 51,18

Fonte: Préprio Autor.

5.7 PARAMETROS HISTOLOGICOS

A analise histoldgica ndo evidenciou alteracdes estruturais nos rins, figado e
baco dos animais decorrentes da administracdo de 2000 mg kg do éleo fixo (figura
10).

Figura 10 - Analise histolégica nos rins, figado e baco dos animais decorrentes da administracéo de

2000 mg kg do 6leo fixo da Curcuma longa L.

e o Ao . S

a) Rins: Glomérulos preservados  b) Figado: hepatécitos (seta) e c¢) Bago: polpa vermelha (seta)
com manutengdo do espago triade hepética (asterisco) e polpa branca (asterisco) bem
capsular (seta); tibulos  preservados; sinusoides hepaticos  definidas.

contorcidos proximais (asterisco)  bem definidos (cabeca de seta).

e distais (cabeca de seta) com

epitélio preservado. L
Fonte: Proprio Autor.

4 CONCLUSAO

Os subprodutos curcumina e 6leo fixo foram extraidos e purificados a partir
dos rizomas triturados da Curcuma longa L, através do método de extracdo e
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purificacdo simultanea utilizando o aparelho Gées. Sendo assim, afim, de trazer novas
alternativas de combate as arboviroses causadas pelo Aedes aegypti, 0 presente
estudo apresentou a atividade larvicida do 6leo fixo extraido da Curcuma longa L, que
se mostrou ativa nas larvas testadas do terceiro estagio do Aedes aegypti,
demonstrando ser uma substancia natural promissora ao combate do mosquito,
impedindo a sua proliferacdo. O Oleo fixo apresentou atividade inseticida excelente
sobre as larvas do Aedes aegypti, onde demonstrou atividade até na sua menor
concentracdo (0,12 mg mL?t), apdés 24h de exposicdo, atingindo 52,22% de
mortalidade larval, além disso, na concentracdo de 1,0 mg mL* alcancou cerca de
91,67%. Enquanto, a dosagem de 2,0 mg mL* conseguiu atingir 100% de morte. Em
relacdo a toxicidade em mamiferos o 6leo fixo obtido dos rizomas de Curcuma longa
L, quando administrado oralmente na dose de 2000 mg kg, ndo apresentou
toxicidade significativa.

Portanto, concluimos que o uso do 6leo fixo de Curcuma longa L pode ser
uma eficiente solucdo para o controle do Aedes aegypti, dessa maneira nao se
descarta estudos mais aprofundados, a fim de potencializar esta substancia
promissora. Afinal, produtos de origem natural diminuem o impacto que os inseticidas

sintéticos ocasionam na saude das pessoas e ao meio ambiente.
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